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Abstract 
The NOD2 gene codes for an important protein in the innate immune response to bacteria of the human 
body. Up until recent years, the RNA sequence has been sequenced only for lymphatic cells, but only 
alternative isoforms are expressed in epithelial cells of the colon and small intestine. The alternative isoform 
1a-2 is found more often in the colon and small intestinal cells of people suffering from the chronic disease 
Crohn’s. The alternative isoforms have not yet been fully sequenced, only the first 3 exons have been 
sequenced. The goal of this paper is to analyze and sequence the 3’ end of the mRNA in epithelial cells, with 
a basis in the DQ868973 sequence that codes for the 1a/2 isoform. This was done by replacing the first 60 
base pairs of the conventional NOD2 mRNA RefSeq, with the base pairs from the DQ868973 mRNA 
sequence. We designed the primers on this basis for the expected alternative isoform, and used an Oligo(DT) 
primer for cDNA synthesis. The expected cDNA fragment with our self-designed primer set 1 was 3913 base 
pairs long binding at base pair 23-41 for the forward primer, and 3935-3916 for the reverse primer. We did 
not manage to sequence the gene, but we ran a gel which showed promise that the DQ868973 isoform give 
way to an mRNA sequence at least, if not more than, 3913 base pairs long.  
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Forord 
Projektet er udarbejdet på Roskilde Universitet i foråret 2015, af Joachim og Nicholas. Arbejdet har været 
påvirket af projektgruppens halvering under skriveperioden, og der har været pres på for at få styr på 
helheden i projektet. Efter megen sparring frem og tilbage er der fundet en problemstilling, der kan besvares 
med litteraturstudier, og eksperimentelle forsøg, der belyser problemformuleringen. Til hjælp har der været 
evalueringer fra en opponentgruppe og deres vejleder, som har hjulpet os frem til produktet. Vi har desuden 
også haft tilknyttet en vejleder under forløbet, som har hjulpet os med forståelse af emnet, og guidet os i at 
arbejde i laboratoriet. Desuden har vi også fået megen hjælp i laboratoriet af en laborant der har været så 
venlig at vejlede os i laboratoriet. Så mange tak til vores vejleder Katja Dahlgaard, og til Christa Persson. 
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Indledning 
Alene i Danmark er der ifølge Statens Serum Institut mellem 5.000-10.000 Crohn’s patienter, og hos disse 
patienter ses det, at ca. 25-30% har en mutation i NOD2 genet, som sidder på kromosom 16. NOD2 proteinet 
indeholder i dets c-terminale ende leucin-rige repeats(LRR), der genkender membran-strukturen muramyl 
dipeptid (som ofte findes hos bakterier). Denne genkendelse af muramyl dipeptid, som NOD2 proteinet 
foretager er nødvendig for NOD2’s aktivering af NF-kB i tarm epitelceller(J. Hugot et al. 2001). Mange af 
disse sygdomsfremkaldende punktmutationer, som forsager Crohn’s, findes i 3’ enden af mRNA’et som 
koder for LRR.                                                                                                     
Det annoterede RefSeq NOD2 gen koder for et mRNA med 12 exoner(Rosenstiel et al. 2007), Rosentiel et. 
al. 2007 opdagede, at NOD2 havde en 5’ upstream alternativ promoter region, der giver ophav til 2 andre 
protein isoformer af det konventionelle protein. Det var dog kun 5’ enden af den alternative isoform der blev 
sekvenseret i 2007. Vi vil derfor forsøge at sekvensere resten af mRNA’et, for at analysere dets 3’ ende. 
Vores mål var at undersøge den konventionelle isoform af NOD2 i lymfatiske celler, og sammenligne den 
med den alternative isoform, der produceres fra den alternative 1a-12 mRNA, som kodes fra den alternativ 
promoter i tarm epitelceller.                                                                    
For at undersøge den alternative NOD2 1a-12 mRNA, har vi tænkt os at klone NOD2 cDNA baseret på 
mRNA udtrykt i colo320dm cancer tarmepitelceller. 
                                                                                                                            
Problemformulering                                 
Hvilke NOD2 mRNA er udtrykt i tarmepitelceller? Vi ved fra artiklen Rosentiel et. al. 2007 at RefSeq NOD2 
mRNA’et isoform 1a/2 ikke er udtrykt i tarmepitelceller. Istedet er NOD2 udtrykt fra en upstream promotor, 
hvor 5’ enden er sekvenseret, og kaldes DQ868973 ifølge genome browser (Hg assembly 19). 3’ enden af det 
udtrykte NOD2 mRNA er ikke sekvenseret, er det muligt at identificere det alternative NOD2 mRNA, som 
ofte ses i forbindelse med Crohn’s sygdom, der går til 3’ enden af den konventionelle RefSeq for NOD2 
mRNA.                                                                                                                                           
Hvilken betydning kan ændringerne, denne alternative promotor forårsager, have for folks 
innate immunforsvar?                                                                       
                                                        
Semesterbinding                                    
Projektet hører under semesterbindingen, da projektet benytter eksperimentelle metoder til at undersøge 
NOD2 mRNA’et fra den alternative promoter i tarm epitelceller.  
Vi dække grundlæggende viden om Inflammatory Bowel Disease – Kronisk Inflammatorisk Tarmsygdom 
(IBD).                                                                                                              
Ekspressionsdata har vist, at NOD2 mRNA i tarmvæv ikke er udtrykt fra dens konventionelle promoter men i 
stedet udtrykt fra en ikke-tidligere fuldt beskrevet opstrømspromotor. 
Vi vil analysere, hvilket mRNA der syntetiseres fra NOD2 genet i tarm epitelceller, og analysere om det 
koder for det konventionelle NOD2 protein.                                                      
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NOD2 genet                                                        
Opbygning af NOD2 genet                                                              
Nukleotid-bindende oligomerizerende domæne indeholdende protein 2(NOD2) genet har sin position på 
kromosom 16 fra basepar 50.731.050 til og med basepar 50.766.988 (Genome Browser, HG, Assembly 19), 
og består af 12 exoner (Genome Browser, HG, Assembly 19).                                                        
 
Mutationer i NOD2 genet er i de seneste år blevet forbundet til at være en af de centrale faktorer i 
udviklingen af Crohn’s disease(CD). Hos ca. 30% af patienterne ses der en enkelt mutation der øger risikoen 
for CD med 2-4 gange(Bhullar et al. 2014), mens ca. 17% af patienter i en undersøgelse fortaget i Australien 
viser en øget risiko på 20-40 gange risiko(Bhullar et al. 2014).                                                 
                                                                                                                                           
NOD2 Genet giver også ophav til 3 forskellige kendte isoformer af NOD2 proteinet(Rosenstiel et al. 2007). 
Disse isoformer er blevet undersøgt i 2007, hvor man fandt et alternativ promotor region som ligger 
upstream fra det konventionelle 5’ ende af NOD2 genet, med 2 exoner, kaldt 1a og 1b (figur 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 1 - Afbildning af NOD2 genets 3 forskellige exon sekvenser 1a/2 ; 1a/1b/2 og 
1c/2 samt et plot diagram over hvilken protein isoform der produceres ved hhv. 
Crohn’s patienter og raske patienter i deres tyktarm(colon) og 
tyndtarm(ileum)(Rosenstiel et al. 2007) . 
Her ser man hvordan de 2 alternative isoformer for NOD2 
mRNA’et kan blive udtryk ved at den alternative promotor bliver 
aktiveret. Her ser man at isoformerne kan være: I) 1a / 2. II) 1a / 1b 
/ 2. III) 1c / 2. Hvor 1a og 1b er de alternative exons, som er 
upstream fra den konventionelle promoter region, og 1c og 2 er de 
konventionelle exon. Når tarmepitel celler blev inkuberet med TNF-
a udvikledes deres variant af isoformerne. I tarm epitelceller fra patienter med CD, udtrykkede genet stort set 
kun isoform 1a / 2, mens raske celler udviklede 1a / 1b / 2 isoformen. Vi forventer under vores forsøg at få 
udtrykt en isoform indeholdende 1a exonet, da vi har mRNA fra tarm epitelceller. Ved undersøgelsen 
af(Rosenstiel et al. 2007) så man ikke nogen udvikling af isoform 1c/2 i tarmepitelceller. Der blev kun 
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udviklet isoform 1c/2 i leukocyt celler. Da vores undersøgelse tager udgangs punkt i tarmepitelceller, kan vi 
dermed se bort fra isoform 1c/2.   
Her ser man hvordan de 2 alternative isoformer for NOD2 mRNA’et kan blive udtryk ved at den alternative 
promotor bliver aktiveret. Her ser man at isoformerne kan være: I) 1a / 2. II) 1a / 1b / 2. III) 1c / 2. Hvor 1a 
og 1b er de alternative exons, som er upstream fra den konventionelle promoter region, og 1c og 2 er de 
konventionelle exon. Når tarmepitel celler blev inkuberet med TNF-a udvikledes deres variant af 
isoformerne. I tarm epitelceller fra patienter med CD udtrykkede genet stort set kun isoform 1a / 2, mens 
raske celler udviklede 1a / 1b / 2 isoformen. Vi forventer under vores forsøg at få udtrykt en isoform 
indeholdende 1a exonet, da vi har mRNA fra tarm epitelceller. Ved undersøgelsen af (Rosenstiel et al. 2007) 
så man ikke nogen udvikling af isoform 1c/2 i tarmepitelceller. Der blev kun udviklet isoform 1c/2 i leukocyt 
celler. Da vores undersøgelse tager udgangs punkt i tarmepitelceller, kan vi dermed se bort fra isoform 1c/2.   
                                                                                                                                           
NOD2 proteinet 
NOD2 protein struktur 
 
Figur 2 - Her ses NOD2 proteinet med alle dets forskellige opdelinger. (Shigeki N. Et al, 2012) 
NOD2 proteinet indeholder i dets N-terminale ende 2 CARD domæner (caspase recruitment domain), disse 
kaldes CARD1 og 2 respektivt, og har basepar position 26-122, og 126-218 af NOD2 mRNA’et (uniprot.org 
Q9HC29). CARD domænerne spiller en rolle i apoptose og aktiveringen af Nuclear Factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells(NF-kB) signaleringsveje. NF-kB er en transskriptions faktor, som 
kontrollerer transskriptionen af DNA(Gilmore 2006). På NOD2 mRNA’ets basepar 275-720 kodes der for 
selve NOD modulet, som består af de følgende domæner: NACHT, AAA, ATPase/nukleotid-bindene domæne 
(NBD) (275-446)”,  ”AAA-associeret helikalt domæne (447-535), et ”winged” helikalt domæne (556-632) og 
et SH domæne (633-720)” (Shigeki N. Et al, 2012). Se figur 2. 
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I proteinets C-terminale ende finder vi Leucin-rige repeats (LRR). Disse leucin rige repeats danner et α/β 
hesteskos-fold i NOD2 protein molekylet.  Disse LRR har genkender Myramyldipeptid, som er en 
peptidoglycan som ofte befinder sig i membranerne af gram negative og gram positive bakterier. Dermed får 
LRR domænet formålet at genkende bakterier.                                                                    
NACHT domænet katalyserer bl.a. hydrolyseringen af ATP til ADP og fosfat (Koonin & Aravind 2000) 
Det AAA-associerede helikale domæne er også en ATPase associeret med forskellige cellulære aktiviteter 
(ATPase Associeret med forskellige cellulere Aktiviteter) 
“Winged helix” (WH) domænet er en klasse af “helix-turn-helix” motiver. Det er med til at danne 
muligheden for protein-DNA og protein-protein interaktioner, og bidrager til at danne proteinets tærtiere 
struktur(Teichmann et al. 2012).                                                                                                       
SH-domænet sørger for, at proteinet kan sætte sig på fosforylerede tyrosin fragmenter på andre proteiner.  
Funktion 
 
Figur 3 -  Her ses signaleringsvejen fra overflade-peptidoglykanet muramyldipeptid til en aktivering af NF-kB som står for 
aktiveringen af inflammatoriske gener.  Muramyldipeptid bliver genkendt af LRR regionen som sidder i proteinets 3’ ende, herefter 
indgår CARD domænerne i proteinets 5’ ende i en CARD - CARD interaktion med RICK, som er en apoptose regulerende protein 
kinase. CARD- og kinase domænet af RICK er adskildt af en region som binder sig til et regulerende subunit af IKK komplekset. 
Dette resulterer i, at IKK bliver fosforyleret, hvilket aktiverer IKK kinasen til at fosforylere IKk subunit af NF-kB. NF-kB 
translokerer ind i nukleus, og opregulerer transskriptionen af gener involveret i det innate- og adaptive immunforsvar. (Christopher 
W. Akey, 2010) 
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Proteinets primære funktioner inkluderer ATP-binding, enzym-binding(Barnich, Hisamatsu, et al. 2005), 
CARD domæne-binding(Ogura et al. 2001) og Muramyl dipeptid binding(Barnich, Aguirre, et al. 2005). 
Som beskrevet i Figur 3, genkender NOD2 proteinet overflade-peptidoglykanet muramyldipeptid; herefter 
indgår CARD domænerne i en CARD – CARD interaktion med RICK, som er en apoptose regulerende 
protein kinase. CARD- og kinase domænet i RICK er adskildt af en region, som efter CARD – CARD 
interaktionen mellem proteinerne, binder sig til et regulerende subunit af IKK komplekset. Dette resulterer i, 
at IKK bliver fosforyleret, hvilket aktiverer IKK kinasen til at fosforylere Ikk subunit af NF-kB. NF-kB 
translokerer herefter ind i nulkeus, og opregulerer transskriptionen af gener der er involveret i det innate- og 
adaptive immunforsvar. (Christopher W. Akey, 2010).                                                   
Derudover spiller proteinet også en rolle i en stor mængde biologiske processer, som kan beskrives som 
immunitets- eller innate immunitets responser vedlagt som bilag.    
                                                                                            
Mutationer 
Grunden til vi gerne har villet se på resten af mRNA sekvensen for den alternative isoform, er at der oftest 
ses mutationer i den N-terminale ende af genet, der koder for LRR, hos patienter der lider af Crohn’s.  
 
 
Figur 4 -  Her ses en sammenligning af genmutationer i NOD2 hos der enten har ulcerativ kolitis, Crohn’s eller er kontrol. Gruppen 
er på 457 CD, 159 UC, og 103 kontrol patienter. Tallet på venstre side af grafen indikerer antallet af hver mutation set i dets 
respektive gruppe, og tallet å højre side indikerer mutationsfrekvensen. (J. P. Hugot et al. 2001)                                                 
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Figur 4 peger på, at der oftere ses mutationer i NOD2 genet, ved folk med Crohn’s, end ved folk med 
Ulcerativ kolitis, eller raske. Der er også en meget større diversitet i mutationer hos folk med Crohn’s, end 
folk der er raske, eller har ulcerativ kolitis.                                                                                
 
 
Figur 5 - Her udsnit af en tabel over nogle af de mutationer i NOD2 genet som er associeret med Crohn’s sygdom. Mange af disse 
findes i området der koder for de LRR som udgør proteinets N-terminale ende. (uniprot: Q9HC29) 
Figur 5. er udtaget fra uniprot: Q9HC29 (NOD2 genet), og er et udsnit af en større tabel. Udvælgelsen har 
fokus på mutationer i LRR området af genet, og der ses også at næsten alle disse mutationer er 
sammenkoblet med Crohn’s. Af disse 18 udvalgte mutationer, er kun 1 direkte forbundet med ulcerativ 
kolitis, og 1 ses både i ulcerativ kolitis og Crohn’s. Listen begynder ved basepar 755 og slutter ved basepar 
924, altså er de alle i området der koder for LRR.                                                                         
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Dannelsen af protein isoformer 
Som nævnt tidligere i afsnittet om NOD2 genets opbygning findes der 3 forskellige kendte isoformer for 
NOD2 proteinet(Rosenstiel et al. 2007). Baggrunden til disse isoformer er alternativ splejsning. Alternativ 
splejsning kan forekomme på forskellige måder der beskrives her under.  
Alternativ splejsning                                                                                              
Alternativ splejsning sker under dannelsen af moden mRNA, fra pre-mRNA under transkription. Her 
produceres der et pre-mRNA der indeholder både introns og exons, fra det ophavs givende genestiske kode. 
Når pre-mRNA skal modificeres inden det sendes ud i cellens cytoplasma, bliver det splejset af 
splejsosomer. Alternativ splejsning er en vigtig funktion for cellerne, for at de proteiner der dannes kan 
udføre forskellige biologiske og kemiske funktioner(Black 2003; Chen & Manley 2010). 
Splejsning udføres af et splejsosom der indeholder 5 små ribonukleoproteiner, og støtte proteiner (auxillery 
proteins) som sikre en korrekt binding til det korrekte splejsning location. Splejsosomet kan derefter splejse 
de introns, og exons fra, som den er kodet til at fravælge.                                                               
Der findes forskellige former for alternativ splejsning; Reguleringen af exons og introns bibeholdelse (intron 
retention)                                                                                                                                 
Regulering af exons foregår på 3 forskellige måder: I) et exon reguleres for enten at blive inkluderet i mRNA 
sekvensen, eller ekskluderet fra sekvensen (Figur 6, A), II) flere exoner reguleres, hvor mindst et af exonerne 
bliver inkluderet (Figur 6, B, III) Exoner reguleres ved ændring i splejsnings positionen, så exonet forlænges 
eller forkortes (Figur 6, C & D).  
 
Figur 6 - Her vises de forskellige alternative splejsnings metoder. A er reguleringen af et exon, hvor det enten inkluderes eller 
ekskluderes, B er varieringen mellem 2 eller flere exoner hvor minimum et exon er inkluderet, C og D er forlængelse og forkortelse 
af exonet ved ændring i splejsnings positionen, E og F er alternativ splejsning på grund af alternativ promotor eller erstatning af 
poly-A halen, og H er en multi alternativ splejsning som ofte ender med flere endelige mRNA’er. (Black 2003).   
ROSKILDE UNIVERSITET   -   JUNI 2015 
 
  
NICHOLAS RAYNER OG JOACHIM JENSEN 14 
 
 
Introns bibeholdning er hvor introns ikke bliver splejset væk fra mRNA sekvensen.  
Ved at cellerne og splejsosomerne ændre i enten reguleringen af exons, eller bibeholdelsen af introns ændres 
sekvensen også, og vil derfor ikke give ophav til det samme protein, når cellerne udføre translationen, hvor 
mRNA polynukleotid kæde strengene oversættes til en polyaminosyre kæde. (Black 2003)  
I 2009 anskues der at 93% af humane multi-exon gener forekommer på baggrund af alternativ 
splejsning(Chen & Manley 2010).                                                                                                 
I tilfælde af NOD2 undersøgelsen foretaget af Rosentiel et. al. 2007, er der tale om alternativ splejsning på 
baggrund af den alternative promoter. Ser man i figur 6 (E), så springes der et exon over da den 
konventionelle promoter, som ligger downstream mod 3’ enden, blokkere bindingen af det forrige exon.  
                                                                                                                                               
Teoretisk gennemgang af forsøgsmetoder 
For at opnå de ønskede resultater, skulle vi udarbejde forskellige laboratorie reaktioner for at til sidst kunne 
sekventere DNA’et med det alternative exon 1a. her under er listes der de forskellige forsøg, i deres 
respektive rækkefølge:                                                                                                              
- Reverse Transkriptions cDNA syntese 
- Polynukleotid kæde reaktion(PCR) 
- Gel elektroferase 
- Gel extraction 
- T/A kloning  
- Mini prepping 
Revers transskription                                                                                                  
Revers transskription (RT) er synteseringen af cDNA fra RNA, hvor synteserings metoden er det reciprokke 
af transskription. Dermed forstået at man danner RNA til DNA i stedet for DNA til RNA.  
Revers transskription virker ved at man tilsætter enzymet reverse transskriptase(RTase). Vi brugte RTase fra 
tilhørende cDNA syntese kit, RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit #1631, til den RNA som 
skal omdannes til cDNA. For at RTasen skal fungere kræves der primers som vi selv har designet(beskrives 
senere i metode), buffer opløsning, og en PCR maskine. Når cDNA’en er dannet fra RNA, man man derefter 
køre et PCR forløb hvor cDNA’en kan klones.                                                                                        
PCR                                                                                                                           
Da vi under vores forsøg gerne vil analysere NOD2 mRNA, benytter vi RNA fra Colo320dm 
tarmepitelceller, for at lave cDNA til kloning i vektore. Vi skal derfor udfører revers transskription 
Polynukleotid Chain Reaction (RT-PCR). cDNA’en opamplifiseres derefter i et PCR forløb. PCR er en nyere 
teknologi der giver forskere mulighed for at kunne opremse specifikt DNA på kort tid.  
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PCR forløber i 3 faser; start denaturering, x antal cyklusser af denaturering, Annealing og Elongering, og 
sidste elongering. Ved start denatureringen øges temperaturen til 98 grader, så hydrogen bindingerne mellem 
pyraminerne og pyramidinerne nedbrydes, og cDNA helixen deles fra hinanden, hvilket giver forudbestemte 
primers muligheden for at kunne binde sig til den bestemte sekvens af komplementær nukleotider, på cDNA 
strengen.                                                                                                                                    
Efter start denatureringen løber PCR forløbet ind i x antal cyklusser af denaturering, annealing og 
elongering. Her fortsætter temperaturen ved 98 grader i nogle sekunder for at skille cDNA strengene fra 
hinanden, hvorefter temperaturen falder til omkring 60-70 grader, denne temperatur bestemmes ud fra hvor 
mange nukleotider der er i primerne. Annealing fasen, er det tidspunkt hvor primere binder sig til cDNA 
strengende, fasen vare i ca. 20 sekunder (bestemt ud fra hvilken protokol der følges). Efter annealing fasen 
træder PCR forløbet ind i elongerings fasen hvor temperaturen stiger til 72 grader. Her sætter DNA 
polymerase sig til de primers der bandt sig under annealing fasen, hvor efter nye nukleotider kan bindes til 
skabelonen og danne to nye cDNA ’er ud af en cDNA, forløbet tager en ubestemt længe af tid, da forløbet 
afhænger af hvor mange baser produkt man skal have består af (4000 bp tager ca. 2½ minut). Efter PCR 
maskinen har løbet gennem de X antal cyklusser starter den sidste fase kaldt sidste elongering, her sker det 
samme som i tidligere nævnt ved elongering, men har formålet at sikre at alle cDNA sekvenser er færdig 
dannet. Efter sidste elongering neddrosles temperaturen til 4 grader hvor den kan stå til man henter sit 
produkt se PCR forløb afbildedet i figur 7. 
 
 
  
Figur 7 - Figuren afbilder et forløb i en PCR maskine, man har de 3 hoved faser, og hvilken temperatur de skal have og tid samt antal cyklusser. 
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Gel-elektroforese 
Når man har udført et PCR forløb, skal man efterfølgende køre produktet 
gennem en gel elektroforese. Det gør man pga. at man ikke kan garantere for 
at alle cDNA produktet er i den størrelse som man gerne vil have. I visse 
tilfælde kan primers sætte sig forkert, så produktet ikke er korrekt. Derfor er 
det vigtigt at man køre den gennem en gel for at tjekke størrelsen man har fået, 
og vurdere om det er den korrekte størrelse. 
Til agarosegelen bruges der alt efter de forventede fragmenters størrelse, 
forskellige opløsnings procenter. Da vores produkter er 3,5-4,5 kb bruger vi en 
0,7% agarose gel for at større stykker kan skille sig ordentligt. 
Ethidiumbromid binder sig til DNA fragmenter, og lyser under ultraviolet lys 
op. DNA er negativt ladet, og når man udfører elektroforese bruges der en 
katode og en anode, hvor imellem en strøm løber, da DNA er negativt ladet 
molekyle, vil den tiltrækkes anoden som er positiv, dermed bliver 
fragmenterne trukket gennem gelen - de små fragmenter vil løbe hurtigst og 
man kan derfor separere dem efter størrelse. Til at kunne aflæse fragmenternes 
størrelse bruger man en trappe (vist til højre). Der findes mange forskellige 
trapper, og det er derfor vigtig at man undersøger hvilken trappe størrelse man 
skal bruge, og hvad den henvender sig til af produkt f.eks. Thermo Scientific 
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder #1333, se figur 8. For at kunne se striberne 
i agarose gelen, bruges der også en loading dye(farve), som indeholde glycerol 
til at øge vægt på DNA’en så den ikke flyder op fra brøndene.   
 
Efter produktet er kørt gennem agarose gelen og man har fået de ønsket 
resultater, skal ”båndende” som cDNA ’et sidder i skæres ud af gelen, for at man her efter kan lave en 
oprensning ved hjælp af en gel exstraction kit. Når cDNA ’et er skåret ud og oprenset kan den bruges i et 
mini prep kit, hvor man gennem serie reaktioner.   
                                                                                                                                                  
Mini-prepping 
Mini prepping er når man tager sit produkt og gør den klar til indsættelse i en vektor. Da produktet ender 
som en ”blunt end” produkt, skal man have dannet en ny ende. Her bruges der oftest Taq polymerase, i en 
væske rig på Adenin nukleotider, så den danner nye ender kaldt A overhangs. A overhangs er hvor Adenin 
nukleotiden sættes på en ende af hver cDNA strengene, så den har mulighed for at kunne binde sig med sin 
komplementær nukleotid(Thymin). Når man herefter sætter cDNA og vektoren sammen, kan vektoren 
optage genet som bliver en del af den eget DNA.                                                                            
Når bakterie vektoren har optaget genet kan den sættes på agar plader, hvor den får lov at vokse til en 
passende mængde. Når bakterierne har vokset mellem 12-24 timer, opremses enkelte udvalgte kolonier af 
bakterierne. Disse bakterier bruges her efter i en medie væske for at senere kunne bruges til 
restriktionsenzym fragment analyse. 
 
Figur 8 - kopiering af Thermo 
scientific Generuler 1kb plus 
DNA ladder #1333 
ROSKILDE UNIVERSITET   -   JUNI 2015 
 
  
NICHOLAS RAYNER OG JOACHIM JENSEN 17 
 
Metoder og materiale 
cDNA syntese                                                                                                                 
Der laves tre forskellige rør, et med hver primer. Der bruges pr rør, 2 ug RNA, 4ul 5x Reaktionsbuffer, 1 ul 
RiboLock RNAse Inhibitor 20u/ul, 2 ul 10mM dNTP mix, 1 ul RevertAid H Minus M-MuLV Reverse 
Transriptase (200u/ul), og 3 (3,8 for gen-specifik primer) ul mili-q-vand. Røret med Oligo(DT) primer 
tilføres 1 ul 0,5 ug/ul primer. Røret med gen-specifik primer (set 1 revers) tilføres 0.2 ul 100pm/ul primer. 
Røret med Random hexamer tilføres 1 ul 0,2 ug/ul primer. Røret med random Hexamer primer inkuberes 
først i 5 minutter ved 25 grader, da det er en kort primer, og man skal sørge for at den kan anneale. Derefter 
60 minutter ved 42 grader celcius, hvor OligoDT og gen-specifik bare inkuberes i 60 min ved 42 grader 
celsius. Produktet opbevares ved -20 grader celcius. 
 
Polynukleotid kæde reaktion(PCR)                                                                            
Der laves rør med: Oligo(dT) cDNA + gen-specifik (set 1), Oligo(dT) cDNA + gen-specifik (set 2), gen-
specifik cDNA + gen-specifik (set 1), gen-specifik cDNA + gen-specifik (set 2), Christa cDNA + gen-
specifik (set 1), Christa cDNA + gen-specifik (set 2), og til sidst Christa cDNA + KD20/21. 
Der bruges i alt: 2ul Phusion hot start II DNA Polymerase 100 U, 40 ul 5x phusion HF buffer, 142 ul Mili-q-
vand, 4 ul dNTP 10mM, 2 ul (1 af hver) Gen specifik primer (set 1 forward og reverse), 2 ul (1 af hver) Gen-
specifik primer (set 2 forward og reverse), 2 ul (1 af hver ) primer set (KD20 + KD21), 1 ul (for hvert rør) 
Template cDNA (Oligo(dT), Gen-specifik (set 1), Christas cDNA).  
 
Figur 9 - Her ses TM-calculatoren fra Lifetechnologies, udregne annealingstemperaturen for vores gen-specifikke primer (set 1) 
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Annealings temperaturen udregnes ved hjælp af den foreslåede TM-calculator fra protokollen 
(Lifetechnologies). 
PCR’en køres med de samme forudsætninger for alle rør, da annealingstemperaturen for primerene alle er på 
ca. 66 grader. Den initielle denaturering foregår ved 98 grader celcius i 15 sekunder. Herefter kører en cyklus 
35 gange, hvor der er denaturering på 98 grader celcius i 15 sekunder, herefter annealing på 66 grader celcius 
i 15 sekunder, og elongering på 72 grader celcius i 2 minutter og 40 sekunder. Den sidste elongering foregår 
når de 35 cyklusser er ovre, og er på 72 grader celcius i 4 minutter. Herefter er PCR maskinen indstillet til at 
køle rørene til 4 grader celcius indtil de bliver fjernet og sat i fryser, eller brugt videre i gel-elektroforese. 
                                                                                                                                     
Agarose-gel elektroforese                                                                                               
Til støbning af gelen bruges 80ml 10x TAE buffer (opløst), 0,56g agarose, 8 ul ethidiumbromid, 10 ul Gene 
ruler #1333 1kb, 35 ul 6x loading dye (LD) 
brønd 1 og 9 loades med 5 ul 1kb ladder, brønd 2-8 loades med 20 ul af hver ders PCR produkt, og 5 ul 
loading dye. 
 
Figur 10 -  Her ses UV-billede af gelelektroforesen på resultatet af vores PCR. Der ses 3 fragmenter på de forventede 3900 bp i 
brønd 2, 3 og 6. Hvor brønd 2 indeholder cDNA fra cDNA syntesen med  Oligo(dT) primers, sammen med gen specifik primersæt 1, 
brønd 2 indeholder cDNA fra cDNA syntesen med oligo(dT) primer, sammen med gen specifik primersæt 2, og brønd 6 indeholder 
colo320dm cDNA, sammen med gen-specifik primersæt 1. Brønd 8 indeholder en kontrol med colo320dm cDNA + Primersæt 
KD20/21, som også blev brugt til kontrol i cDNA syntesen. 
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Gel-filtrering                                                                                                                      
Til filtreringen bruges der et eppendorfrør, en HiBind DNA mini column, og en 2mL collection tube pr. Gel-
stykke. Der bruges også 1700 ul Binding Buffer (XP2), 25 ul Elution Buffer og 700 ul SPW Wash Buffer pr. 
rør.                                                                                                                                               
Vægten af agarose gelen måles, og der tilføjes “Binding Buffer”. 1g gel = 1 ml buffer i et eppendorfrør. 
 
Kloning                                                                                                              
Til kloning bruges der pr. Rør: 8 ul gel-filtrerings produkt, 1 ul saltopløsning, 1 ul 10x buffer, 2 ul Mili-q-
vand, 1 ul TOPO vector, et eppendorfrør, 0,5 ul TAQ polymerase, 0,5 ul dNTP (50mM), 2ul TAQ 
polymerase produkt, et PCR rør, 270 ul S.O.C medium, LB agarplader med antibiotika selektionsmarkør, 
One Shot celler.                                                                                                                                 
                                                                                                                                                              
Forløbet opsættes med positiv og negativ kontrol. I den positive kontrol bruges der pCR8 DNA med CDX2 
og TOPO vektor. I den ene negative kontrol bruges der ingen DNA med TOPO vektor, og i den anden 
bruges der gen1 DNA uden 3’ A-”overhangs” og TOPO vektor. 
                                                                                                                                                             
Mini prepping                                                                                                             
Alenestående kolonier fra LB agarpladerne udvælges, og kommes med en pipettespids i hver sin plastictube 
med LB medie. Disse inkuberes i en dag ved 37 grader celcius og røres horisontalt ved 200 rpm  
Til mini prepping bruger vi pr. Rør: 250 ul Lyses Buffer, 4 ml LB medie, en 10 ml plastictube med låg, 250 
ul Resuspensionbuffer R3, RNAse, 350 ul Precipitationbuffer N4, en spinetube, en wash column, 500 ul 
Wash Buffer W10, 700 ul Wash Buffer W9, en recovery tube, 75 ul T.E. Buffer og et eppendorfrør. 
Alenestående kolonier fra LB agarpladerne udvælges, og kommes med en pipettespids i hver sin plastictube 
med LB medie.                                                                                                                                                                     
 
Restriktionsenzym fragmentanalyse                                                                                          
Til hver prøve bruges: 1ul Restriktionsenzym ApaLI, 2,5 ul Tango Buffer, 21,5 ul Plasmid DNA, et 
eppendorfrør og 5 ul loading dye (6xLD). Der laves 2 trapper, hver med 5 ul Gene Ruler 1kb #1333, og det 
bliver loadet på en 0,7% agarosegel.  
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Resultat gennemgang 
Designing af gen-specifikke primers 
Da vores forsøg tager udgangspunkt i RNA fra colo320dm cancer celler, har vi måtte designe primers der 
kunne bruges til cDNA syntesen, og PCR forløb. Vi valgte at designe vores egne primere, da det ville give 
det største, og mest passende produkt i forhold til hvad vi gerne ville opnå, at danne NOD2 mRNA fra 5’ til 
3’ enden. Til designing af primers brugte vi primer BLAST fra NCBI. 
Inden vi kunne designe vores primerer på primer-Blast, blev vi først nød til at opsætte NOD2 genets sekvens, 
som vi forventede genet skulle ende med at have, dette gjorde vi i snapgene. Her valgte vi tage sekvensen af 
det konventionelle NOD2 refseq, og fjerne nukleotiderne 1-178 som er det første exon(1c), hvor efter at vi 
kunne erstatte den del, med det første exon(1a) fra NOD2’s upstream alternativ promotor. Exon 1a består af 
60 nukleotider, som fik vi fra mRNA sekvensen DQ868973 fra genome bank hg assembly 19. 
 
 
 
 
 
 
Efter vi opsatte vores NOD2 gen som vi forventede den, brugte vi primer-BLAST og valgte 2 forskellige 
typer primers. Vi valgte to forskellige da der en mindre sandsynlighed, at primerne ikke ville kunne binde sig 
korrekt som håbet. Så derfor har vi valgt to forskellige som ville give os en større chance for at få et 
ordenligt resultat som kunne sekvenseres. 
 
 
Figur 11 - Overstående billeder er fra Genome Bank hg assembly 19 og snapgene - I øverste billeder ser man hvordan refseq'en for det konventionelle 
NOD2 gen og det sekvenseret fragment af DQ868973, og hvordan DQ868973 startere længere upstream i genet. I nederste billeder ser vi hvordan vi har 
taget de første 60 nukleotider fra DQ868973 og sat dem ind sammen med sekvensen for det konventionelle gen fra exon 2.  
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Figur 12 viser positioneringen af vores egen designet primersæt 1 og 2 for både reverse primers og forward primers. 
Primersæt 1: 
 
 
 
Primersæt 2:
 
 
Afgrænsningen i valget af primere tager udgangspunkt i nogle forskellige retningslinjer for gode 
primere. Primernes længde er under 22 nukleotider som de burde. Guanin og Cytosin indholdet 
(CG%) er lidt højere end foreslået på 60%, men de andre primere, med lavere CG indhold, der blev 
foreslået var langt dårligere på andre kriterier. Primerne har derudover de også lav indikation på 
selv-komplementaritet, der sikrer at primerene ikke ville binde sig sammen hinanden under 
annealings-fasen i PCR forløbet.   
Primer-BLAST endte med 5 forskellige typer primersæt. De to primer sæt som vi valgte at bruge, blev ud 
over retningslinjerne, også valgt på baggrund af deres bindings position i 3’ enden af NOD2 sekvensen. Til at 
kunne se sekvenserings resultaterne i LLR domainet for at bestemme se mutationer i tarmepitelcellerne i 
forhold til lymfocyt celler, ville det kræve at primerne satte sig sidst i 3’ enden af exon 12. Vi fik desværre 
ikke nogen valg muligheder for dette.  
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cDNA syntese af alternativ NOD2 1a-12 mRNA fra Colo320dm celler 
Da vi skal bruge cDNA til PCR, udførte vi cDNA syntese med 3 forskellige primer typer, på RNA fra 
colo320dm celler. 
Til cDNA syntesen brugte vi Oligo(dT) primers, Random hexamer primer og eget gen specifik designet 
primer sæt 1 reverse. Resultater for om det er lykkedes afspejles i PCR forløbet, da den ikke kan finde sted 
med mindre vores cDNA syntese har lykkedes.  
Der forventes forskellige resultater ud fra hvilken slags primer der er brugt.  
Ved genspecifik primers forventes der at der ikke findes andet cDNA end den forventede ca. 3,9kb eller 4,4 
kb, alt efter om det er isoform 1a/2 eller 1a/1b/2 respektivt. Resultater for Oligo(dT) kan variere. Da 
primeren er desginet til at binde sig på poly-A-halen af mRNA’et. Dog vil dette også betyde at primere ville 
amplificere alle former for RNA fra cellerne frem for kun NOD2 RNA’et. At fragmentet ender som den 
forventede størrelse tyder dog på at det er NOD2 mRNA’et der er amplificeret. Random hexamer er relativ 
utilregnelig. Random hexamer binder sig til alle områder der indeholder 6 tilfældig nukleotid sekvenser, 
derfor kan man forvente at se mange forskellige fragment størrelser, som ville indeholde cDNA fra 
forskellige gener. 
Inden vi udførte et PCR forløb kørte vi en kontrol af vores opamplificeret cDNA.  
Her brugte vi vores 3 forskellige cDNA’er og brugte primersæt KD20/21. Det forventede fragment er ca. 1,5 
kb. I figur 13 ses der resultaterne for vores cDNA syntese. 
Da der ikke er resultater i brønden med random hexamer er den set bort fra i vores endelige PCR forløb.  
Vi vælger dog stadig at udføre PCR på vores genspecifikke cDNA i håb om det skulle virke.  
             
Figur 13 -  Brønd 2 indeholder vores gen specifikke cDNA + KD20/21, Brønd 2 indeholder Oligo(dT) cDNA + KD20/21, Brønd 
indeholder Random hexamer cDNA + KD20/21. Her ses tydeligt at cDNA syntesen ikke har haft virket i Brønd 2 og 4, mens Brønd 3 
med oligo(dT) har givet fine resultater.  
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Oprensning af alternativ NOD2 1a-12 mRNA fra Colo320dm celler med PCR og gelfiltrering 
 
Figur 14 - Her ses UV-billede af gelelektroforesen på resultatet af vores PCR. Der ses 3 fragmenter på de forventede 3900 bp i 
brønd 2, 3 og 6. Hvor brønd 2 indeholder cDNA fra cDNA syntesen med Oligo(dT) primers, sammen med gen specifik primersæt 1, 
brønd 2 indeholder cDNA fra cDNA syntesen med oligo(dT) primer, sammen med gen specifik primersæt 2, og brønd 6 indeholder 
colo320dm cDNA, sammen med gen-specifik primersæt 1. Brønd 8 indeholder en kontol med colo320dm cDNA + Primersæt 
KD20/21, som også blev brugt til kontrol i cDNA syntesen.  
 
De primere vi selv har designet med en primer-BLAST på vores forventede alternative DQ868973 NOD2 
mRNA, giver et produkt på hhv. 3913 og 3743 basepar. Vi ser på UV-billede af gelelektroforesen, at der er 
fragmenter på de forventede ca. 3.9kb i 3 forskellige brønde. Fragmentet med det længste produkt bestående 
af primersæt 1 som ses i brønd 2, som er på 3913 basepar, er brugt videre til gel oprensning, og derefter til 
kloning. Dette fragment er tættere på at være lige så langt som den konventionelle RefSeq fundet i 
lymfatiske celler, og vil derfor kunne give et bedre indblik i, hvordan 3’ enden af proteinet, som indeholder 
LRR, kommer til at se ud. 
 
Kloning af alternativ NOD2 1a-12 mRNA fra gelfiltrering med T/A og pCR8©/GW/Topo 
vektor. 
Målet med kloningen er at få indsat vores alternative NOD2 mRNA isoform i en vektor. Der bruges her en 
T/A kloning, da vores primere laver blunt ends. 
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Resultatet fra kloningen tyder på, at bakterierne der er 
brugt til kloning, har været kompetente celler. Dette ses 
ved at vores Negative kontorler har ingen koloni vækst 
mens vores positiv kontrol har koloni vækst.  
Agar pladerne indeholder spectinomyocin, og vi kan 
derfor tolke at vores insert er blevet sat ind i vektoren, 
da insertet indeholder resistens genet.  
 
Disse enkelte kolonier blev opsamlet fra agarpladerne, 
og “streaket” ud på en ny agarplade med samme 
antibiotika på.  
 
  
Figur 15 viser vores negative kontoler. Vi lavede 2 
slags negativ kontrol, hvor den ene type er insert unden 
T/A overheng, og den anden er uden DNA. Begge slags 
er lavet med både 15 µl bakterier spredning, og med 30 
µl bakteier spredning. Alle kontroller var negative. 
Figur 16 viser vores positive kontroller, der 
indeholder CDX2 DNA i vores kompetente celler, i 
både 15 µl og 30 µl bakterier spredning. Begge 
kontroller er endt positive.  
Figur 17 OligoDT cDNA med genspecifik primerset 1 
vektor kloning. Kloning er foretaget med en TOPO 
vektor og TAQ polymerase for at lave T/A overhangs. 
Der ses kolonier på både vores 15 og 30 ul spread (de 
sorte prikker). 
ROSKILDE UNIVERSITET   -   JUNI 2015 
 
  
NICHOLAS RAYNER OG JOACHIM JENSEN 25 
 
Mini-preps udført med kolonier fra T/A kloning 
af alternativ NOD2 1a-12 mRNA 
Til mini-preps er der udvalgt enkeltstående 
kolonier fra hver af de forskellige kulturer, der var 
resultatet af kloningen. 
Til måling af DNA koncentrationen har vi brugt et 
NanoDrop spektrofotometer.  
Vi har fået følgende koncentrationer. 
 
      ug/ul  260/280 nm 
A. 19,2  2,10 
B. 21,6  1,82 
C. 8,4  1,54 
D. 17  2,05 
E. 31,5  1,8 
F. 17,2  1,63 
G. 18,9  1,81 
H. 12,1  1,72 
I. 21  1,81 
Disse koncentrationer er meget lave, da den ønskede 
koncentration for at få et godt billede ud af en 
fragmentanalyse gerne skal være et godt stykke over 
500 ug.  
 
Restriktionsenzym fragmentanalyse af Mini-
preps fra alternativ NOD2 1a-12 mRNA 
For at kunne analysere produktet fra vores mini-preps, 
skal vi undersøge om vi har fået indsat vores gen i 
vektoren. Dette gøres ved at behandle produktet fra 
mini-preppen med et enzym der skærer det i mindre 
stykker. Det er her restriktionsenzym fragment analyse 
får sit navn fra, da det er lige præcis det der sker. Der 
bruges et enzym til at skære produktet i mindre 
fragmenter, hvorefter disse fragmenter separeres i en 
gel. For at kunne vælge et enzym til denne del har vi 
skulle sætte cDNA’et og vektoren sammen virtuelt. 
Dette har vi gjort i et program kaldt SnapGene, og fået 
følgende resultat. 
 
Figur 18 viser de forskellige kolonier efter udspredning på agarpladerne. 
Kolonierne er givet et bogstav fra A til I. 
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Figur 19  - Her ses pCR8/GW/TOPO vektoren med vores alternative NOD2 gen-insert, og det valgte restriktionsenzym. 
 
Vi har valgt ud fra denne figur, at bruge et enzym kaldet ApaLI, dette klipper vores produkt 3 
forskellige steder; på bp 3399, 5299 og 6240, hvilket vil give os 3 fragmenter på hhv. 941, 1900 og 
3719 bp. Det er her de to største fragmenter der indeholder noget af vores cDNA (rød på figuren). 
 
 
Figur 20  - Her ses resultater af vores restriktionsenzym fragment analyse, hvor brønd 2-9 er bakterier kultur A-H og brænd 10 er 
kultur I. Der er brugt en generuler 1kb 1333 trappe,  
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Vi forventede 3 fragmenter på hhv. 941, 1900 3719 bp. Vi har i brønd 2-9, 2 fragmenter med en størrelse på 
hhv. ca. 900, og 1900 bp. I brønd 10 ser vi et nyt fragment på ca. 3000 bp. Sammenlignet med vores 
forventede fragmenter mangler vi at se det største fragment som indeholder det meste af det alternative 
NOD2 gen. Efter analyse af pCR8/GW/TOPO vektoren, og ApaLI’s enzymatiske aktivitet på denne, finder 
vi frem til følgende mulige forklaring på disse fragmenter. 
 
Figur21 -Her ses pCR8/GW/TOPO vektorens sammenspil med ApaLI enzymet. 
 
Enzymet forventes at skære to fragmenter i TOPO vektoren, et på 941 bp og et på 1876 bp. Det er 
højest sandsynligt disse vi ser i vores fragmentanalyse, og altså er vores cDNA højest sandsynligt 
ikke blevet indsat i vektoren.  
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Diskussion 
NOD2 genet koder for et protein som er 
vigtigt i menneskekroppens innate 
immunrespons. Proteinet indgår i en 
signaleringskaskade, som munder ud i 
opreguleringen af transskriptionen af 
inflammosomer. Dette gen har en RefSeq 
sekvens, som er blevet sekvenseret fra 
lymfatiske celler, men studier har vist at 
det kun er to alternative isoformer der er 
udtrykt i tarmepitelceller (Rosenstiel et al. 
2007). Der er en 1a-2, og en 1a-1b-2 
isoform af genet, som er udtrykt i 
tarmepitelceller. Studiet viste også, at man 
ser 1a-2 isoformen udtrykt i større stil hos 
personer der lider af Crohn’s (Rosenstiel et 
al. 2007). Det ses også ofte, at der er 
mutationer i 5’ enden af NOD2 genet, som 
koder for LRR, ved folk med Crohn’s; og 
da det er denne ende af proteinet der 
genkender muramyldipeptid, synes vi det 
ville være værd at sammenligne sekvensen 
og evt. Strukturen med den konventionelle. 
Vi ville derfor gerne se nærmere på denne 
1a-2 isoform, og analysere om den f.eks. 
forsager en ændring i proteinets endelige 
struktur. Vi fandt ud af, at den alternative 
isoform 1a-2, ikke var sekvenseret til det 
konventionelle gens fulde længde, og vi ønskede derfor at undersøge om genet stadig produrecede et protein 
hvor selve NOD2 modulet, og LRR området stadig var med. Vi fandt på genomebrowser, et sekvenseret 
stykke af NOD2 mRNA, DQ868973, som indeholdte 1a-2 isoformen – men det var kun sekvenseret til exon 
nummer 4. For at analysere om 1a-2 isoformen stadig koder for et protein der indeholder NOD2 modulet, og 
dets LRR, erstattede vi exon 1c, som er den isoform der er udtrykt i det konventionelle gen, med exon 1a.  
Derefter designede vi primere med PRIMER BLAST, som skulle give mulighed for at sekventere det meste 
af den manglende 3’ ende af 1a-2 NOD2 mRNA isoformen. De forventede fragmenter med vores primere har 
været på hhv. 3913 og 3743 basepar. Målet har været at sammenligne den alternative promotors indflydelse 
på mRNA sekvensen af den konventionelle RefSeq, med det konventionelle RefSeq mRNA udtrykt i 
Lymfatiske celler. Mistanken til 3’ endens medspil i Crohn’s sygdom er opstået fra artikler skrevet af bl.a. 
Hugot J.-P. et al., Ogura Y. et al. Og Mohanan V. og Grimes C.L., som viser større tendens til mutationer i 
LRR området af NOD2 mRNA’et ved patienter med Crohn’s. Vores første PCR forløb tegnede positivt, da vi 
så de forventede fragmenter på ca. 3.9kb, og det giver anlæg til mistanke om at mRNA’et er længere end 
bare det der er sekvenseret nu. Vi har ikke kunnet sekventere disse fragmenter, da det er mislykkedes at få 
indført cDNA i en vektor.      
Figur 22 - Her ses UV-billede af gelelektroforesen på resultatet af vores PCR. Der 
ses 3 fragmenter på de forventede 3900 bp i brønd 2, 3 og 6. Hvor brønd 2 
indeholder cDNA fra cDNA syntesen med Oligo(dT) primers, sammen med gen 
specifik primersæt 1, brønd 2 ind 
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Det tyder dog på, at den alternative RefSeq af NOD2 mRNA i tarmepitelceller svarer nogenlunde til den 
konventionelle RefSeq af NOD2 mRNA’et fra lymfatiske celler i længden, da vi med god sandsynlighed har 
fået det forventede alternative RefSeq NOD2 mRNA i det første PCR-forløb. Her fik vi et fragment på på 
omkring 3,9 kb, hvor vi havde brugt GeneSnap til at sammenkoble den alternative RefSeq isoform 
DQ868973, med resten af det konventionelle RefSeq NOD2 mRNA. I figur 22 vises vores PCR resultater, 
hvor fragmentet fra vores gen-specifikke primersæt 1 er vist i rød cirkel. 
Det er vigtigt for NOD2 proteinets funktion at de LRR som er lokaliseret i 3’ enden af proteinet er til stede, 
for at kunne genkende muramyldipeptid; og det må derfor forventes at de alternative NOD2 isoformer, som 
findes i tarmepitelceller, også giver et produkt med NOD2 modulet, og de LRR i 3’ enden af proteinet. 
                                                                                                               
Chancen for at et andet DNA produkt skulle have kontamineret vores PCR forløb er ikke umulig. Vi tolker 
PCR resultaterne som en alternativ isoform af NOD2 mRNA, da sandsynligheden for at en kontaminant 
skulle give et nærmest nøjagtigt samme størrelse som vores forventede produkt, er minimal.  
                                                                                                                          
Mutationer i NOD2 genet kan forsage forskellige problemer i proteinet, de fleste mutationer, som ses i 
forbindelse med Crohn’s, findes i 3’ enden af proteinet - der koder for LRR. Disse mutationer kan medføre 
bl.a. uspecifik genkendelse af muramyldipeptid, hvilket betyder at proteinet bliver dårligere til at skelne 
mellem bakterier og andre lignende peptidoglykaner udtrykt på cellers overflade. Det vil resultere i en 
overaktivering af proteinet, hvilket resulterer i en overproduktion af inflammosomer. Inflammosomerne NF-
kB signaleringsvejen transskriberer er bl.a. med til at åbne op for porerne i tarmceller, så leukocytter lettere 
kan komme til infektionsområdet. Overaktiveringen af NF-kB signaleringsvejen, som kan skyldes NOD2s 
uspecifikke binding grundet mutationer, vil i værste tilfælde resultere i en kronisk inflammation i 
fordøjelseskanalen. 
 
Perspektivering 
Hvis tiden var til det, kunne det være spændende at vider-undersøge muligheden for at sekvensere den 
alternative isoform af NOD2 mRNA’et fra tarmepitelceller. Det kunne evt. overvejes om man skulle designe 
primer-par der satte sig før 5’ enden og et sted inde i NOD2 mRNA’et, så man delte sekvenseringen op i 
flere fragmenter. Grunden til denne opdeling er, at der med god sandsynlighed er punktmutationer i 3’ enden 
af NOD2 mRNA’et i folk med Crohn’s. Hvis man placerede primerne, specielt revers primeren, et sted hvor 
der er mindre sandsynlighed for mutation, vil den med større sandsynlighed have den samme sekvens som vi 
forventer. Man kunne have en forward primer der satte sig ved 5’ enden, og så revers sted i NOD2 modulet, 
og igen en forward primer der satte sig et sted i NOD2 modulet, og en revers der satte sig i slutningen af 
exon 12 i mRNA’et.                                                                    
Sekvenseringen af de alternative isoformer 1a-2, 1a-1b-2, som er de eneste isoformer man finder i 
tarmepitelceller, kan være vigtig for at forstå grundlaget for Crohn’s sygdom. Som beskrevet tidligere, ser 
man forhøjede mængder af 1a-2 isoformen hos patienter med Crohn’s, og sekvenseringen af det alternative 
1a-12 NOD2 mRNA kan give indsigt i eventuelle forskelle på de resulterende proteiner. Med baggrund i 
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proteinet kan man begynde at undersøge muligheden for at udvikle medicin der kan hjælpe Crohn’s patienter 
med inflammationen.  
                                                                                                                                                                                                                
Man kan også undersøge nye problemstillinger med hensyn til NOD2 genet, man kunne for eksempel 
undersøge hvordan TLE1 (transducin-like enhancer of split 1) allelen, som modificerer effekterne af NOD2 i 
sammenhæng med Crohn’s (Nimmo et al. 2011) påvirker proteinet, og om man eventuelt kan bruge denne 
viden til at aflaste folk der lider af kronisk inflammatoriske sygdomme. Allele er en transskriptions dæmper, 
som blandt andet er essentiel I epiteliel differentiering.                                     
Denne problemstilling vil måske kunne belyses med litteraturstudier, og computer-simulering af protein 
interaktioner.  
                                                                                                                                                                         
En anden ting man kunne kigge på, her i forbindelse med Crohn’s sygdom, er at se på fejl i immunsystemet 
istedet.  Crohn’s bliver ikke kun forsaget af genetiske fejl, men kan også skyldes mikrober, omgivelser og 
svækket innate immunitet. En nyere teori er, at Crohn’s kan blive forsaget af en forringet cytokin sekræring 
af makrofagerne, hvilket munder ud i en vedholdende, mikrobiel-fremkaldt, inflammatorisk respons i 
tarmen, hvor bakterieantallet er højt. Her kan man undersøge immunsystemet hos Crohn’s patienter, og finde 
ud af om der også kan være problemer med makrofagerne i forbindelse med sygdommen – Crohn’s sygdom 
har mange forskellige ophavsmuligheder, der kan være op til flere faktorer der spiller ind ved hver enkelt 
patient. Det er derfor svært at kurere patienter, da der sjældent er to med sygdommen der skyldes lige præcis 
de samme ting. Det ville være meget lettere, hvis man kunne finde en fællesnævner for sygdommen, som 
generelt var udtrykt hos en større del af patienterne. 
 
  
ROSKILDE UNIVERSITET   -   JUNI 2015 
 
  
NICHOLAS RAYNER OG JOACHIM JENSEN 31 
 
Litteraturliste 
Hjemmesider 
Genome browser, 30/05/2015, visited 31/5/2015 http://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgc?hgsid=426766427_ZA5kdw8ICoWAArpZIfAtCY8VBJqY&c=chr16&o=50731049&t=50766988&
g=refGene&i=NM_022162 
 
Uniprot, 16/05/2014, visited 31/5/2015 
www.uniprot.org/uniprot/Q9HC29 
 
Christopher W. Akey, Ph.D. Boston university: Physiology and Biophysics, 2010, visited 30/5/15 
http://www.bumc.bu.edu/phys-biophys/people/faculty/akey/akey-laboratory/projects/signaling/  
 
Artikler 
Barnich, N., Hisamatsu, T., et al., 2005. GRIM-19 interacts with nucleotide oligomerization domain 
2 and serves as downstream effector of anti-bacterial function in intestinal epithelial cells. 
Journal of Biological Chemistry, 280(19), pp.19021–19026. 
Barnich, N., Aguirre, J.E., et al., 2005. Membrane recruitment of NOD2 in intestinal epithelial cells 
is essential for nuclear factor-??B activation in muramyl dipeptide recognition. Journal of Cell 
Biology, 170(1), pp.21–26. 
Bhullar, M. et al., 2014. Prediction of Crohn’s disease aggression through NOD2 /CARD15 gene 
sequencing in an Australian cohort. World Journal of Gastroenterology, 20(17), pp.5008–
5016. 
Black, D.L., 2003. Mechanisms of alternative pre-messenger RNA splicing. Annual review of 
biochemistry, 72, pp.291–336. 
Chen, M. & Manley, J.L., 2010. NIH Public Access. Molecular Cell, 10(11), pp.741–754. 
Gilmore, T.D., 2006. Introduction to NF-kappaB: players, pathways, perspectives. Oncogene, 
25(51), pp.6680–6684. 
Hugot, J. et al., 2001. Association of NOD2 leucine-rich repeat variants with susceptibility to Crohn 
’ s disease. , pp.599–603. 
Hugot, J.P. et al., 2001. Association of NOD2 leucine-rich repeat variants with susceptibility to 
Crohn’s disease. Nature, 411(6837), pp.599–603. 
ROSKILDE UNIVERSITET   -   JUNI 2015 
 
  
NICHOLAS RAYNER OG JOACHIM JENSEN 32 
 
Koonin, E. V. & Aravind, L., 2000. The NACHT family - A new group of predicted NTPases 
implicated in apoptosis and MHC transcription activation. Trends in Biochemical Sciences, 
25(5), pp.223–224. 
Nimmo, E.R. et al., 2011. TLE1 modifies the effects of NOD2 in the pathogenesis of Crohn’s 
disease. Gastroenterology, 141(3), pp.972–981.e1–2. Available at: 
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0016508511007463 [Accessed June 11, 
2015]. 
Ogura, Y. et al., 2001. Nod2, a Nod1/Apaf-1 Family Member That Is Restricted to Monocytes and 
Activates NF-κB. Journal of Biological Chemistry, 276(7), pp.4812–4818. 
Rosenstiel, P. et al., 2007. Functional characterization of two novel 5 ’ untranslated exons reveals a 
complex regulation of NOD2 protein expression. , 9, pp.1–9. 
Teichmann, M., Dumay-Odelot, H. & Fribourg, S., 2012. Structural and functional aspects of 
winged-helix domains at the core of transcription initiation complexes. Transcription, 3(1), 
pp.2–7. 
 
  
ROSKILDE UNIVERSITET   -   JUNI 2015 
 
  
NICHOLAS RAYNER OG JOACHIM JENSEN 33 
 
Bilag 
Forventede NOD2 sekvens, hvor første exon af det konventionelle NOD2 mRNA er erstattet 
med exon 1 a af det alternative promotor. 
gccggagccgggagtcgtggcccggagtgggccttggagtcggcgcgcaggcggctcgcggtagacagatccaggctcaccagtcctgtgccactggg
cttttggcgttctgcacaaggcctacccgcagatgccatgcctgctcccccagcctaatgggctttgatgggggaagagggtggttcagcctctcacgatgag
gaggaaagagcaagtgtcctcctcggacattctccgggttgtgaaatgtgctcgcaggaggcttttcaggcacagaggagccagctggtcgagctgctggtc
tcagggtccctggaaggcttcgagagtgtcctggactggctgctgtcctgggaggtcctctcctgggaggactacgagggcttccacctcctgggccagcct
ctctcccacttggccaggcgccttctggacaccgtctggaataagggtacttgggcctgtcagaagctcatcgcggctgcccaagaagcccaggccgacag
ccagtcccccaagctgcatggctgctgggacccccactcgctccacccagcccgagacctgcagagtcaccggccagccattgtcaggaggctccacagc
catgtggagaacatgctggacctggcatgggagcggggtttcgtcagccagtatgaatgtgatgaaatcaggttgccgatcttcacaccgtcccagagggca
agaaggctgcttgatcttgccacggtgaaagcgaatggattggctgccttccttctacaacatgttcaggaattaccagtcccattggccctgcctttggaagctg
ccacatgcaagaagtatatggccaagctgaggaccacggtgtctgctcagtctcgcttcctcagtacctatgatggagcagagacgctctgcctggaggacat
atacacagagaatgtcctggaggtctgggcagatgtgggcatggctggacccccgcagaagagcccagccaccctgggcctggaggagctcttcagcacc
cctggccacctcaatgacgatgcggacactgtgctggtggtgggtgaggcgggcagtggcaagagcacgctcctgcagcggctgcacttgctgtgggctg
cagggcaagacttccaggaatttctctttgtcttcccattcagctgccggcagctgcagtgcatggccaaaccactctctgtgcggactctactctttgagcactg
ctgttggcctgatgttggtcaagaagacatcttccagttactccttgaccaccctgaccgtgtcctgttaacctttgatggctttgacgagttcaagttcaggttcac
ggatcgtgaacgccactgctccccgaccgaccccacctctgtccagaccctgctcttcaaccttctgcagggcaacctgctgaagaatgcccgcaaggtggt
gaccagccgtccggccgctgtgtcggcgttcctcaggaagtacatccgcaccgagttcaacctcaagggcttctctgaacagggcatcgagctgtacctgag
gaagcgccatcatgagcccggggtggcggaccgcctcatccgcctgctccaagagacctcagccctgcacggtttgtgccacctgcctgtcttctcatggat
ggtgtccaaatgccaccaggaactgttgctgcaggagggggggtccccaaagaccactacagatatgtacctgctgattctgcagcattttctgctgcatgcca
cccccccagactcagcttcccaaggtctgggacccagtcttcttcggggccgcctccccaccctcctgcacctgggcagactggctctgtggggcctgggca
tgtgctgctacgtgttctcagcccagcagctccaggcagcacaggtcagccctgatgacatttctcttggcttcctggtgcgtgccaaaggtgtcgtgccaggg
agtacggcgcccctggaattccttcacatcactttccagtgcttctttgccgcgttctacctggcactcagtgctgatgtgccaccagctttgctcagacacctcttc
aattgtggcaggccaggcaactcaccaatggccaggctcctgcccacgatgtgcatccaggcctcggagggaaaggacagcagcgtggcagctttgctgc
agaaggccgagccgcacaaccttcagatcacagcagccttcctggcagggctgttgtcccgggagcactggggcctgctggctgagtgccagacatctga
gaaggccctgctccggcgccaggcctgtgcccgctggtgtctggcccgcagcctccgcaagcacttccactccatcccgccagctgcaccgggtgaggcc
aagagcgtgcatgccatgcccgggttcatctggctcatccggagcctgtacgagatgcaggaggagcggctggctcggaaggctgcacgtggcctgaatgt
tgggcacctcaagttgacattttgcagtgtgggccccactgagtgtgctgccctggcctttgtgctgcagcacctccggcggcccgtggccctgcagctggac
tacaactctgtgggtgacattggcgtggagcagctgctgccttgccttggtgtctgcaaggctctgtatttgcgcgataacaatatctcagaccgaggcatctgc
aagctcattgaatgtgctcttcactgcgagcaattgcagaagttagctctattcaacaacaaattgactgacggctgtgcacactccatggctaagctccttgcat
gcaggcagaacttcttggcattgaggctggggaataactacatcactgccgcgggagcccaagtgctggccgaggggctccgaggcaacacctccttgca
gttcctgggattctggggcaacagagtgggtgacgagggggcccaggccctggctgaagccttgggtgatcaccagagcttgaggtggctcagcctggtg
gggaacaacattggcagtgtgggtgcccaagccttggcactgatgctggcaaagaacgtcatgctagaagaactctgcctggaggagaaccatctccagga
tgaaggtgtatgttctctcgcagaaggactgaagaaaaattcaagtttgaaaatcctgaagttgtccaataactgcatcacctacctaggggcagaagccctcct
gcaggcccttgaaaggaatgacaccatcctggaagtctggctccgagggaacactttctctctagaggaggttgacaagctcggctgcagggacaccagact
cttgctttgaagtctccgggaggatgttcgtctcagtttgtttgtgagcaggctgtgagtttgggccccagaggctgggtgacatgtgttggcagcctcttcaaaa
tgagccctgtcctgcctaaggctgaacttgttttctgggaacaccataggtcacctttattctggcagaggagggagcatcagtgccctccaggatagacttttcc
caagcctacttttgccattgacttcttcccaagattcaatcccaggatgtacaaggacagcccctcctccatagtatgggactggcctctgctgatcctcccaggc
ttccgtgtgggtcagtggggcccatggatgtgcttgttaactgagtgccttttggtggagaggcccggcctctcacaaaagaccccttaccactgctctgatgaa
gaggagtacacagaacacataattcaggaagcagctttccccatgtctcgactcatccatccaggccattccccgtctctggttcctcccctcctcctggactcct
gcacacgctccttcctctgaggctgaaattcagaatattagtgacctcagctttgatatttcacttacagcacccccaaccctggcacccagggtgggaagggct
acaccttagcctgccctcctttccggtgtttaagacatttttggaaggggacacgtgacagccgtttgttccccaagacattctaggtttgcaagaaaaatatgacc
acactccagctgggatcacatgtggacttttatttccagtgaaatcagttactcttcagttaagcctttggaaacagctcgactttaaaaagctccaaatgcagcttt
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aaaaaattaatctgggccagaatttcaaacggcctcactaggcttctggttgatgcctgtgaactgaactctgacaacagacttctgaaatagacccacaagag
gcagttccatttcatttgtgccagaatgctttaggatgtacagttatggattgaaagtttacaggaaaaaaaattaggccgttccttcaaagcaaatgtcttcctgga
ttattcaaaatgatgtatgttgaagcctttgtaaattgtcagatgctgtgcaaatgttattattttaaacattatgatgtgtgaaaactggttaatatttataggtcactttgt
tttactgtcttaagtttatactcttatagacaacatggccgtgaactttatgctgtaaataatcagaggggaataaactgttgagtcaaaacaaaaaaaaaaaaaa 
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NOD2 proteinets biologiske processer 
 
 
 
